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Os métodos de avaliação da toxicidade de identificação (AIT) combinam os testes de 
toxicidade e simples manipulações físicas/químicas de uma amostra com o intuito de 
identificaras principais substâncias responsáveis pela toxicidade observada. O objetivo deste 
estudo foi identificar as substâncias que causam toxicidade no entorno do emissário 
submarino de Santos (SP) (ESS), Brasil. Sedimentos de Bertioga (SP) foram utilizados como 
referência. Foram utilizadas as seguintes manipulações: (i) a adição de EDTA na amostra; (ii) 
passagem da amostra através de coluna de cromatografia de fase reversa C18;(iii) aeração 
com amostra acidificada (pH 3,0); (v) aeração da amostra com pH modificado para 9,0.0s 
resultados de toxicidade das amostras antes das manipulações (pré-manipulação) e após as 
manipulações (pós-manipulação) foram comparados pelo teste de Dunnet (a = 0,05). A 
amostra de água intersticial de Bertioga não apresentou toxicidade inicial. A aplicação do 
método de AIT mostrou que a toxicidade da água intersticial do ESS é causada por 
substâncias voláteis em meio ácido (provavelmente sulfetos). 
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Toxicity identification and evaluation of interstitial water sample of 
submarine sewage outfall of Santos (SP), Brazil 


The methods of Toxicity Identification and Evaluation (TIE) combine the toxicity tests and 
simple manipulations physical / chemical properties of a sample in order to identify the 
substances responsible for the observed toxicity. The aim of this study was to identify 
substances that cause toxicity in the vicinity of the submarine sewage outfall of Santos (SP) 
(SSO), Brazil. Sediments of Bertioga (SP) were used as reference. We used the following 
manipulations: (i) the addition of EDTA in the sample, (ii) passing the sample through a CI8 
reverse phase column, (iii) aeration of the sample acidified (pH 3.0) (v) aeration of the 
sample with pH modified to 9.0. Results of toxicity of samples prior to manipulations (pre- 
manipulation) and after the manipulations (post-manipulation) were compared by Dunnett 
test (a = 0.05). The interstitial water sample Bertioga showed no initial toxicity. The method 
of AIT showed the toxicity of the interstitial water is caused by acid volatile compounds 
(probably sulfides). 
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INTRODUÇÃO 


Os contaminantes aos quais estão submetidos os ecossistemas aquáticos tendem a se 
depositar no sedimento, podendo torná-lo fonte de contaminação secundária para o sistema 
aquático e afetando não apenas a disponibilidade de água de qualidade para consumo humano, 
como também comprometer o equilíbrio ecológico. A qualidade de sedimentos é 
tradicionalmente avaliada através de análises de química analítica e posterior comparação 
com valores referenciais (Threshold Effects Level/Probable Effects Level, Effects Range 
Low/Effects Range Medium) (Long et al., 1995; CCME, 1996). Esta abordagem, no entanto, 
pode não identificar corretamente a toxicidade provocada pelos contaminantes nestes tipos de 
amostras (Choueri et al., 2009). Testes de toxicidade, além de internacionalmente 
recomendados, são utilizados como monitores de identificação da qualidade de água 
intersticial (Anderson et al., 2010) e diversos estudos destacam sua alta eficácia neste 
propósito (Carr et al., 2001). 

Buscando a identificação dos contaminantes que causam a toxicidade em sedimentos, 
os esquemas de Avaliação e Identificação de Toxicidade (AIT) ou Toxicity Identification 
Evaluation (TIE) são empregados em avaliações da qualidade de sedimentos, amostras de 
efluentes, sedimentos e outras misturas complexas (USEPA, 2007), sendo um dos métodos 
mais utilizados e bem sucedidos para a identificação das causas da toxicidade nestes tipos de 
amostras (Anderson et al., 2010). Porém, no Brasil, não é trivial o uso dos mesmos visando os 
sedimentos e/ou a água intersticial, além de não existir uma metodologia padronizada. 

Uma das principais fontes conhecidas de contaminantes para o Estuário e Baía de 
Santos (SP) é o sistema de lançamento de efluentes domésticos no mar (RACHID, 2002; 
ABESSA et al. 2005; ABESSA et al. 2008). A identificação exata das substâncias que causam 
a toxicidade em misturas complexas de contaminantes é imprescindível para se planejar 
estratégias eficientes de remediação dos sedimentos degradados, é importante para se 
conhecer com maior exatidão as fontes de contaminação é imperativa para se eliminar casos 
de “falso-positivo”, quando substâncias naturais dos sedimentos são as causas da toxicidade 
observada. Portanto, o objetivo do presente estudo foi avaliar e identificar a toxicidade (AIT) 
dos contaminantes causadores da toxicidade em água intersticial extraída de sedimentos das 
circunvizinhanças do emissário submarino de Santos/SP — Brasil. 


MATERIAIS E MÉTODOS 


Coleta de sedimentos e extração da água intersticial 

As amostras de sedimentos foram coletadas na saída dos difusores do emissário 
submarino de Santos e Bertioga com o auxílio de um pegador de fundo Van Veen. Após a 
coleta dos sedimentos a água intersticial foi previamente (24h antes do início dos ensaios) 
extraída empregando-se o método de centrifugação a 4ºC em 2500 rpm por 20 minutos. 


Teste crônico de curta duração com organismo teste L. Variegatus 

Os ensaios de toxicidade crônico de curta duração (24h) foram realizados com o 
organismo-teste ouriço-do-mar L. variegatus (ECHINODERMATA: ECHINOIDEA) 
(Lamarck, 1816), seguindo o método ABNT 15350/2012, com modificações propostas por 
Nilin et al., (2008), para ensaios com volume de 2,5mL de meio experimental. Para a 
obtenção dos gametas, os ouriços-do-mar foram estimulados através da aplicação de pulsos 
elétricos de 35 V. Após a fecundação, são consideradas aptas as alíquotas com mais de 90% 
de óvulos fecundados. Os recipientes-testes foram mantidos em câmara incubadora ajustada 
para 25 + 2°C com fotoperíodo controlado (16h/8h claro/escuro) por 24h a 28h. 
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Ensaios com substância de referência ZnS04.7H,0 foram realizados nas concentrações 
0,02; 0,06; 0,1; 0,14; 0,18 e 0,22 mg L'!, nas mesmas condições dos testes descrito acima. 


Aplicação da avaliação e identificação da toxicidade (AIT) 

Em um primeiro momento, a chamada de “fase de caracterização”, as amostras brutas de água 
intersticial foram submetidas aos ensaios de toxicidade, para se obter seu nível tóxico inicial 
(toxicidade de linha-de-base). Todos os ensaios posteriores foram realizados considerando 
uma série de diluição de 0,5x; 1x; 2x; e 4x a CL50 inicial. Para todos os testes, um tratamento 
controle da água de diluição! é realizado concomitantemente com os ensaios. A Figura 1 
sumariza os procedimentos propostos para o protocolo de AIT. 


Classe de contaminantes suspeita 


Água intersticial Ensaios de toxicidade de causar toxicidade: 
original (A.L) (linha-de-base) 





1 
I 
I 

Toxic idade ! 
ii 7 i 
1 I | Metais cationicos | 

1 1 1 
Adição de EDTA Ensaios de toxicidade À ! 
Anse l ' 
j 1 
| 
1 
[j 
[i 
] 


Toxicidade 


[i 

] 

1 

1 

| 

I 

i 

I 

I 

1 

1 

1 

I 

] 

1 Fi 

reduzida i ESSES apolares 

Passagem da A.I. i i 

através da coluna SPE Ensaios de toxicidade | _ _ _ ____ j ! ! 

C18 i i 

I 

I 

I 

I 

] 

1 

1 

| 

' 


Toxicidade 
reduzida? 

Elevação do pH 
Redução do pH 


Ensaios de 

toxicidade — [77777 
Toxicidade 

Figura 1. Diagrama esquemático mostrando as manipulações que foram realizadas e quais os 

contaminantes suspeitos em caso de redução da toxicidade. 
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Para evitar que as manipulações fossem faotres interferentes na interpretação dos 
resultados da AIT, a sensibilidade dos organismos deste estudo aos reagentes das 
manipulações do ATT foi avaliada inicialmente, tomando-se como base as concentrações de 
reagentes sugeridas em ampla revisão bibliográfica apresentada no documento da USEPA 
(2007). 


RESULTADOS 


Ao longo deste estudo, a CESO do L. variegatus (n=8) para a substância de referência 
(ZnS04.7H,0 ) variou entre 0,10 e 0,22 mg L! respeitando os limites superior (0,23mg L») e 
inferior (0,10mg L’). 

As manipulações de AIT aplicadas em amostra de água intersticial de sedimentos do 
emissário submarino de Santos somente apresentaram redução significativa da toxicidade na 
manipulação envolvendo aeração da amostra em condição ácida (p<0,05) (Tabela 1). 
Contudo, a amostra da água intersticial de Bertioga não apresentou toxicidade inicial (Tabela 
2) 


'Ao longo do texto onde for utilizado o termo “água de diluição”, se faz referência à água marinha natural coletada em local isento de 
contaminação e filtrada em membrana filtrante de 0,45um. 
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Tabela 1. Média (+desvio padrão) das manipulações da AIT das amostras de água intersticial 
do emissário submarino de Santos. 











Concentrações (%) Linha-de-base EDTA C18 pH 9 pH 3 
Emissário submarino 

de Santos 

Controle 93,50 +3,51 93,50 +1,29 93,50 +1,29 85,75 +3,59 90,75 +3,40 
0,43 90,50 +1,73 88,50 +5,00 85,25 +5,25 82,00 +2,83 90,00 +1,41 
0,85 86,75 +1,89 83,50 +2,08 79,50 +4,51 83,00 +2,16 86,50 +0,58 
1,70 81,75 +1,26 74,50 3,11 78,00 45,94 68,75 +7,41 83,75 +1,50 
3,40 37,50 +2,65 20,25 +10,14 26,75 +3,86 12,00 +4,97 73,50 +3,00 
6,80 0 0 0 0 1,75 +2,06 





Tabela 2. Média (+desvio padrão) da Linha-de-base das amostras de água intersticial de 
Bertioga. 














Concentrações (%) Linha-de-base EDTA C18 pH 9 pH 3 

Bertioga 

Controle 90,50+1,73 - - - - 

3,12 86,25 +0,96 i E E E 

6,25 83,00 +0,82 E - - = 

12,5 81,25 +1,89 - E E E 

25 80,25 +0,96 5 E $ E 

50 77,50 +2,38 = i i = 

DISCUSSÃO 


Os ensaios com substância de referência estiveram dentro dos limites superior e 
inferior indicando baixa variação da sensibilidade dos lotes de L. variegatus ao longo do 
estudo. 

A amostra de água intersticial proveniente do sedimento de Bertioga não apresentou 
toxicidade inicial evidente, o que impede a aplicação dos métodos de AIT. Contudo, a 
toxicidade da água intersticial do sedimento coletado no emissário submarino de Santos 
apresentou melhora significativa apenas após a manipulação de aeração em amostra 
acidificada (pH 3), sugerindo a presença de compostos voláteis (ex.:sulfetos) (USEPA, 2007). 

Rachid (2002), aplicando também o AIT em amostras de água intersticial do 
sedimento coletadas nas proximidades do emissário submarino de Santos, atribuiu a 
toxicidade das amostras para as substâncias amônia e sulfeto. Estudos mostram que estas 
substâncias podem ser interferentes naturais presentes nos sedimentos, induzido a observação 
de resultados falso-positivo nos testes de toxicidade (ANDERSON et al., 2001; 
STRONKHORST et al., 2003). Entretanto, a atividade bacteriana, que se acredita ser intensa 
na amostra de sedimento do emissário devido à alta carga orgânica dos efluentes domésticos 
pode ser a responsável pela produção de amônia e sulfetos fazendo com que estes compostos 
não devam ser considerados apenas interferentes naturais, como normalmente são 
considerados em ensaios de toxicidade, mas sim parte dos contaminantes presentes na amostra 
em resultado ao aporte de esgoto doméstico. 

Por fim, é importante considerar que outros contaminantes, além dos sulfetos, podem 
se encontrar em níveis que levem à toxicidade, mas não foram identificados neste estudo. Isso 
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pode ter ocorrido devido à alta sensibilidade das larvas de L. variegatus aos sulfetos, sendo o 
principal responsável pela elevada toxicidade inicial, o que levou à necessidade de se diluir 
substancialmente a amostra, podendo ter ocultado alguns compostos importantes presentes na 
amostra e que poderiam causar toxicidade na amostra de água intersticial se testada a 100%. 


CONCLUSÕES 


Os resultados da aplicação de AIT com Lytechinus variegatus sugerem que apenas 
sulfetos podem ser os causadores da toxicidade das amostras do emissário submarino de 
Santos. 
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